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摘 要
绿色荧光蛋白（GFP）是一种不需要借助辅因子或者其他酶就可以发出强烈可
见荧光的重要蛋白。在过去的20年中，GFP及其变体从几乎不为人所知到广泛运用
于众多领域。为了调控荧光蛋白的亮度和颜色，人们设计了许多种GFP变体。总的
来说，突变主要有两种方式，第一种突变直接发生在那些参与形成生色团的氨基酸
残基上面，第二种突变发生在紧挨着生色团的氨基酸残基。第一种突变方式是通过
改变生色团的结构（实质上主要是通过改变生色团的共轭长度）来达到改变荧光蛋
白的光谱，主要代表是蓝色荧光蛋白（BFP）和青色荧光蛋白（CFP）。尽管红色
荧光蛋白（RFP）不是直接来自于维多利亚多管发光水母，但是依旧可以把它归属
于第一类的突变。第二种突变方式所引起的光谱的变化主要是由生色团周边的氨基
酸残基的相互作用引起的。黄色荧光蛋白（YFP）是这一类突变方式的代表，它是
基于GFP，用芳香性的氨基酸（组氨酸，色氨酸，苯丙氨酸和络氨酸等）定点突变
位于203位的苏氨酸。在仅仅改变蛋白环境的情况下，YFP是具有最大吸收/发射波
长的GFP变体。
为了设计具有较高亮度和特定波长的GFP变体，我们需要了解其光谱特征和结
构-性质之间的关系。尽管人们对GFP及其变体做了大量的理论和实验研究，但是对
于某些特定的荧光蛋白，其结构与光物理和光化学的关系依旧不明确。所以，我们
从两类突变方式中各选择一个代表性的荧光蛋白作为研究对象，它们分别是一个具
有大的Stokes位移（LSS）的RFP LSSmKate1和一种YFP Citrine。与此同时，我们还
研究了苝酰亚胺（PBI）衍生物聚集体的结构和光谱。我的博士工作主要集中于利
用分子动力学模拟及量子化学计算研究处于蛋白环境中的荧光发光基团的光物理
现象及光化学过程和水溶液中PBI衍生物手性聚集的现象。论文主要包括下面三部
分：
第一部分：表征处于激发态质子转移（ESPT）过程中的红色荧光蛋
白LSSmKate1的结构，光谱和势能曲线。
通过分子动力学（MD）模拟和量子力学/分子力学（QM/MM）的计算，我们
表征了红色荧光蛋白LSSmKate1的ESPT过程中所涉及的态以及具体的过程。MD模
拟的结果表明，在电子基态的时候，LSSmKate1生色团具有两种稳定的离子态，
一种是中性态的生色团，另一种是阴离子态的生色团，分别对应着质子化和去
质子化的状态。理论计算和实验观察得到的具有一定能量间隙的两个吸收带，正
是由这两种离子态的吸收引起的。这两种离子态之间的转变，是通过光激发以后
的ESPT实现的。当LSSmKate1被光激发以后，生色团上的电子会从酚环的位置迁
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移到生色团非五元环的碳氮双键的位置，该电子转移的方式会增加生色团酚羟基
的酸性，这为后续ESPT的发生提供了有利的条件。我们计算了ESPT过程中特定键
长的势能曲线（PEC），从能量角度上看，ESTP的发生是允许的。通过QM/MM理
论计算得到的LSS能够与实验上所观察到的现象产生很好的吻合，这在理论层面
为LSSmKate1的ESPT过程提供了坚实的依据。同时我们的研究表明分子环境对生
色团的结构和吸收/发射光谱有着重要的影响。通过对比我们还发现，尽管TD-
!B97X-D计算的结果会系统性的高估体系的激发能，但是TD-!B97X-D/MM相对
于TD-B3LYP/MM能够更好地描述LSSmKate1的光谱性质。
第二部分：理论研究蛋白质环境对YFP Citrine发光基团单双光子吸收特性的
影响。
这一部分我们研究了蛋白质微环境对YFP Citrine单光子（OPA）和双光子
（TPA）光谱的影响。首先，通过计算YFP Citrine的阴离子态生色团（Anionic
Chromophore，AC）和AC+Tyr203 两个模型化合物在真空和不同溶剂中的纯电子
和振动分辨的OPA和TPA光谱，我们揭示了在长波长处（S0!S1）TPA的吸收带
相对于OPA的吸收带出现蓝移现象的内在物理机制。计算结果表明，Herzberg-
Teller（HT）电声耦合和与生色团毗邻的残基Tyr203对TPA光谱有着重要的影响。然
后，我们分别运用QM/MM方法和可极化嵌入式密度泛函理论（PE-DFT）研究了蛋
白质环境对AC+Tyr203的OPA和TPA光谱的影响。计算结果表明，AC+Tyr203周围的
各个残基和水分子对其光谱有着不同程度的影响，而且系统和环境之间的主要作用
是极化的偶极相互作用。为了正确地描述残基Arg96对AC+Tyr203的TPA光谱影响，
我们需要更大的模型用以屏蔽其胍基上的正电荷。
第三部分：理论研究D-葡萄糖诱导下PBI衍生物的聚集行为。
为了研究水溶液中PBI衍生物在加入D-葡萄糖的时候所发生的有规则的聚集行
为，我们对结构进行了经典的MD模拟，然后根据MD结构理论计算了其二聚体的
圆二色（CD）光谱。从MD模拟的结果中，我们可以看到PBI-C2-BA和PBI-C4-BA
（分子示意图如图5.1所示）分别沿着逆时针和顺时针的方向在空间进行有序的螺
旋堆积，并导致相反的CD信号。为了证实我们的猜想，我们计算了一系列取自
于MD轨迹的二聚体的吸收光谱和CD光谱。计算结果表明，最大吸收峰的位置与实
验值一致（500 nm），这一吸收是来自PBI衍生物芳香共轭环的贡献。CD光谱的结
果表明，PBI-C2-BA和PBI-C4-BA的二聚体具有相反的CD信号，它们可以看成是一
对对映异构体。通过模拟PBI衍生物的折叠和计算简化的二聚体的CD光谱，我们重
现了实验上观察到的现象，证实了CD信号的产生是由空间螺旋堆积引起的。
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关键词：分子动力学，杂化的量子力学/分子力学，荧光蛋白，激发态质子转移，双
光子吸收，振动分辨光谱，Herzberg-Teller效应，圆二色，PBI衍生物
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Abstract
The green fluorescent protein (GFP) is one of an important class of proteins that exhibit
strong visible fluorescence without the requirement of cofactors or other enzymes. In the
last two decades, GFP and its mutants have changed from a nearly unknown protein to be
the one widely applied in many fields. To regulate spectral properties, such as the brightness
and the emission maxima, many GFP mutants have been devised. In general, there are two
types of mutation. The first type occurs mutations on the amino acid residues that participate
in the formation of the chromophore, and the other type occurs on the amino acid residues
that contact the chromophore in its close vicinity. The changes of spectra in the first mutant
type have been attributed to changes in the chromophore structure with modulations on
the conjugation length. The representative examples of the first mutant type are the blue
fluorescent protein (BFP) and the cyan fluorescent protein (CFP). Although red fluorescent
protein (RFP) is not directly derived from the aequorea victoria GFP, it can also be seen
as the first mutant type. In the second mutant type, changes of spectra originate from the
molecular environment. The yellow fluorescent protein (YFP) is a representative example
of the second mutant type. The replacement of Thr203 with other aromatic amino acids
(His, Trp, Phe, and Tyr) leads to the longest wavelength emission of all GFPs with different
protein environment.
To design GFP variants with improved wavelength and brightness in living cells, it
is essential to theoretically calculate optical properties of the chromophores, understand
the structure-property relationship, and reveal the microscopic environmental effect on the
chromophore’s photophysical and photochemical processes. Although GFP and its mutants
have been extensively investigated by many experimental and theoretical works, it is still
unclear on the microscopic origin of the photophysical and photochemical processes taken
place in those proteins, the geometrical and electronic structures of the concerned states
related to these processes, the large variations appear in the one-photon and two-photon
absorption (OPA and TPA) spectra of FPs, and many other phenomena. Therefore, we select
two FPs, LSSmKate1 and Citrine, to investigate their spectral properties, and identify the
states related to the photophysical and photochemical processes. Meanwhile, we explore the
behavior and spectra of aggregation of PBI derivatives. The thesis is organized as follows:
Part 1. Characterizing the Structures, Spectra, and Energy Landscapes Involved
in the Excited-State Proton Transfer Process of Red Fluorescent Protein LSSmKate1.
By applying molecular dynamics (MD) simulations and QM/MM calculations, we have
characterized the states and processes involved in the excited-state proton transfer (ESPT)
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of LSSmKate1. MD simulations identify two stable structures in the electronic ground s-
tate of LSSmKate1, one with a protonated chromophore and the other with a deprotonated
chromophore, thus leading to two separate low-energy absorption maxima with a large en-
ergy spacing, as observed in the calculated and experimentally measured absorption spectra.
Proton transfer is induced by electronic excitation. When LSSmKate1 is excited, the elec-
trons in the chromophore are transferred from the phenol ring to the N-acylimine moiety;
the acidity of a phenolic hydroxyl group is thus enhanced. The calculated potential energy
curves (PECs) exhibit energetic feasibility in the generation of the fluorescent species in
LSSmKate1, and the exact agreement between the calculated and experimentally measured
values of the large Stokes shift further provides solid theoretical evidence for the ESPT
process taking place in photoexcited LSSmKate1. The molecular environments play a sig-
nificant role in the geometries and absorption/emission energies of the chromophores. In
addition, TD-!B97X-D/molecular mechanics (MM) provides a better description of the op-
tical properties of LSSmKate1 than TDB3LYP/MM, although it always overestimates the
excitation energies.
Part 2. Effect of Protein Environment on One- and Two-Photon Absorption Spec-
tra of the Chromophore in the Yellow Fluorescent Protein Citrine.
This work is focused on exploring the effect of microenviorment of the protein on OPA
and TPA spectra of yellow fluorescent protein Citrine. Starting from the calculation of pure
and vibronic OPA and TPA spectra of anionic chromophore (AC) of YFP Citrine and the
AC adjunct to the nearby residue Tyr203 (AC+Tyr203) in vacuo and solutions, we reveal the
intrinsic physical mechanism which results in distinct blue shift of the TPA band relative to
the OPA band in region of long wavelength corresponding to the electronic transition from
S0 to S1. The effects of Herzberg-Teller (HT) vibronic coupling and adjacent residue Tyr203
are responsible for the TPA spectral lineshapes. Beyond the isolated AC and AC+Tyr203
models, then we employ QM/MM method and polarizable embedding density functional
theory (PE-DFT) scheme to investigate the explicit effects of protein environment on OPA
and TPA spectra of AC+Tyr203. It is found that the residues and water molecules in the
vicinity of AC+Tyr203 have different effects on spectra and the main interactions between
core system and environment are polarized dipole interactions. To describe the effect of
Arg96 correctly, we need a larger model to shield its positively charged guanidinium group.
Part 3. Theoretical Investigation on Aggregation of PBI Derivatives Induced by
Addition of D-Glucose.
To investigate the behavior of aggregation of PBI derivatives due to the addition of D-
Glucose in aqueous solution, we perform classical MD simulations, then we calculate the
CD spectra of the simplified dimers extracted from the MD snapshots. From MD simula-
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tions, we found that the spiral directions of PBI-C2-BA and PBI-C4-BA are anticlockwise
and clockwise, respectively, indicating that the opposite CD signals. To confirm our guess,
we calculated the absorption spectra and CD spectra of a series of dimers which are extract-
ed from MD trajectory. The results show that the location of the maximum absorption peak
is consistent with experimental value around 500 nm. which originates from the aromatic
part of PBI derivatives. The calculated results about CD spectra show that PBI-C2-BA and
PBI-C4-BA dimers have the opposite signs and they constitute a pair of enantiomers. By
simulating the fold of PBI derivatives and calculating the CD spectra of simplified dimers,
we reproduce the experimentally observed phenomena, and conclude that the different spiral
manners should be the incentive of CD signals.
Key Words: Molecular Dynamics, Hybrid Quantum Mechanics/Molecular Mechanics,
Fluorescent Protein, Excited-State Proton Transfer (ESPT), Two-Photon Absorption (TPA),
Vibronic Spectra, Herzberg-Teller Effect, Circular Dichroism, PBI derivatives
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第一章 绪 论
1.1 荧光蛋白的历史和发展
2008年10月8号，Osamu Shimomura （下村修），Martin Chalfie （马丁·查尔
非），和Roger Tsien （钱永健，美籍华人）三人因“发现和发展绿色荧光蛋白
（GFP）”而被授予2008年的诺贝尔化学奖[1]。每个领域诺贝尔奖的诞生就意味着
这个领域具有重大的发现和发展，以及这个领域给社会所带来的巨大的当下的和
潜在的价值。想要了解这个领域，首先我们要知道它（GFP）是如何被发现的，
如何被发展的以及如何被应用于人类社会的。1962年，下村修等人从维多利亚多
管水母（Aequorea victoria）中分离水母素（aequorin）的时候，却偶然间发现另外
一种物质，这种物质经过紫外光激发以后会发出强烈的绿色光[2]。并在1974年的
时候，他们纯化了这一物质，这就是最初的GFP[3]。这在当时也仅仅是被看作是一
种现象和物质的发现，并没有引起人们的关注。时隔近20年（1992年），Douglas
Prasher（道格拉斯·普瑞舍）克隆并测序了野生型GFP（wt-GFP）[4]。但是由于种
种原因，道格拉斯·普瑞舍放弃了在这方面的研究，并且虽然有了cDNA的序列，
但是到表达依旧是个难题。直到1994年，马丁·查尔非真正实现了荧光蛋白基因
的表达[5]。虽然经过表达的wt-GF可以发出绿色荧光，但是wt-GFP有着一些天生
的缺陷：（1）由于wt-GFP的生色团具有中性态和阴离子态两种状态，所以在395
nm（主峰，中性态）和495 nm（次峰，阴离子态）各自具有一个吸收峰[6]，（2）
荧光的稳定性和强度不好以及（3）在生物体温下不能进行很好的折叠。针对这些缺
陷，人们通过定点（单点）突变或者随机突变的方式，对形成生色团的氨基酸残基
或者对生色团周边的氨基酸残基进行突变。两种突变方式中单点突变更具有目的性
和重要的进步意义，因为这实现了本来不可控的突变转变为人为可控的突变。
美籍华人钱永健先生的小组首次实现了对GFP的单点突变[7]，他们将位
于GFP中65位的丝氨酸（Ser）单点突变成苏氨酸（Thr）。为了简化突变的描述，
我们将Ser65突变成Thr65记作S65T，而且突变后的GFP也被记作S65T，其中S和T分
别是丝氨酸和苏氨酸的符号代码，突变的和被突变的氨基酸残基放在位点（数
字）的后面和前面。钱先生的这次单点突变S65T主要解决就是wt-GFP具有两个吸
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(a) (b) 
图 1.1 （a） 绿 色 荧 光 蛋 白 （GFP） 的 三 维 立 体 结 构 ； （b） 生 色 团
（Chromophore）形成的两种机理。
收峰的问题，经过突变后的S65T只有一个吸收峰，这个吸收峰的位置（488 nm）
与wt-GFP次峰（485 nm）的位置相比较有一个很小的红移，但是S65T的发射峰相对
于wt-GFP的发射峰（509 nm）并没有发生变化。很幸运的是，S65T不但只剩下一个
峰，而且其荧光的亮度是wt-GFP的六倍，其生色团的成熟速度是wt-GFP的四倍。如
果在S65T的基础上进一步做单点突变的，将Phe64突变成Leu64，即F64L，就是我们
最常用到的增强型绿色荧光蛋白（EGFP），EGFP优于S65T的地方在于，EGFP能够
在生物体温下更好的成熟[8]。
GFP在成为示踪物很早之前，Ward等人[9]就已经长出wt-GFP的晶体结构了，
但是没有解析出具体的信息。1996年Remington和Tsien等人[10]获得了S65T的晶体结
构并作出了具体的分析。随后，Phillips课题组[11]和Remington课题组[12]分别解析
了wt-GFP的二聚体和单体的晶体结构。通过对晶体结构的解析，让人们对蛋白质的
三维结构以及生色团的组成有了更为深刻的认识。首先wt-GFT是由238氨基酸经过
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